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【序論】アミロイド線維はタンパク質のミス
フォールディングによって形成される，主に
クロスβ構造から成る線維状のタンパク質の
異常凝集体である (図 1) 。アミロイド線維が
生体内で形成し，沈着することによってアルツハイマー病などの疾患が引き起こされ
ることが知られている。しかし，アミロイド線維の形成過程の詳細なメカニズムは未
だ十分には解明されておらず，そのメカニズムを解析することが重要となっている。 
タンパク質の構造解析にはX線結晶構造解析やNMR法などがよく用いられている。
しかし，アミロイド線維は水に不溶であり，測定に必要な結晶化操作が難しいことか
ら，これらの手法での研究は困難であった。そこで，本研究ではラマン分光法を用い
たアミロイド線維の二次構造変化の解析を試みた。ラマン分光法は試料をそのままの
状態で測定することができ，水溶液系での測定が容易であり，タンパク質などの生体
物質の二次構造を敏感に反映するという特徴を持つ。 
アミロイド線維などのタンパク質凝集は塩の添加によって強い影響を受けること
が知られている。そこで，本研究において 2 種類の塩を添加し，それによるアミロイ
ド線維凝集への影響をラマン分光法とラマンイメージングを用いて解析した。 
【実験】ヒトインスリンを 3 種類の溶媒 (①100 mM HCl，②100 mM HCl+100 mM 
NaCl，③100 mM HCl+5 mM Na2SO4) に溶解し，100 mg/mL に調製した。各サン
プルを 60，70，80，90 ℃の 4 種類の温度で加熱し，各温度において線維化が終了す
るまで 5 分ごとにスペクトル測定を行った。測定したラマンスペクトルを用いて主成
分分析を行い，各サンプル間の微細なスペクトル変化を観察した。また，上記と同様
の 3 種類のサンプルを 10 mg/mL に調製し，ラマンイメージング測定 (空間分解能;1 
μm) を行って各サンプルの比較を行った。 
【結果・考察】測定したラマンスペクトルにおいて，線維化に伴い，いくつかの領域
のバンドに変化が見られた。アミドⅠ領域 (1690～1620 cm-1) において，線維化前
後でバンドがα-ヘリックス構造に帰属される 1658 cm-1からβ-シート構造に帰属さ
れる 1672 cm-1へと変化したことから線維化に伴う二次構造の変化が観察できた。こ
図 1 : アミロイド線維 1) 
の2つのバンドの強度比を算出しプロットした結
果を図 2 に示す。このプロットから，線維化が開
始するまでの時間 lag time と線維の見かけ上の
伸長速度 kappを算出した。lag time の計算結果を
図 3 に示す。この結果より，Na2SO4を添加した
サンプルが，塩を添加していないサンプルよりも
最大で約2倍 lag timeが短くなっていることが分
かった。 
 また，測定したラマンスペクトルを用いて主成
分分析を行った結果，3 種類のサンプルのスペク
トルに違いがあることが示唆された。3 種類のサ
ンプルの違いはアミドⅠ領域やチロシンダブレ
ット，ジスルフィド結合などに顕著に出ている
ことが示された。チロシンダブレットの強度比
はチロシン残基の持つ OH 基の水素結合状態を
示すことが知られている。この強度比が，塩を
添加していないサンプルでは約 1.2 から減少し，
水素結合が強くなったと考えられる。NaCl を添
加したサンプルでは線維化前後において約 1.2
であったことから水素結合状態に変化がなかったと言える。また，Na2SO4 を添加し
たサンプルでは約 1.2 から増加したことから，チロシンの OH 基がイオンの状態に近
づいたと考えられる。以上より，各サンプルにおいて側鎖の水素結合状態が異なるこ
とから，三次構造以上の高次構造が異なっていると考えられる。 
 さらに，ラマンイメージングによる比較を図 4 に示す。この結果より，塩を添加し
ていないサンプルではアミロイド線維が一部分のみ凝集しているのに対して，塩を添
加した 2 種類のサンプルでは全体的にアミロイド線維凝集が起こっている様子が見
られた。これにより，塩
添加によってアミロイド
線維凝集が促進される様
子を可視化できた。 
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